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L RUSSUHTO 



La presente invenzione riguarda esteri misti dell"acido ialuronico in cui i 
gruppi ossidrile vengono parzialmente esterificati con gli acldi retinoico e 
butirrtco. Tali esteri misti, caratterizzati da specif ici gradi di esterificazione 
e da un alto rapporto triai il grado di sostituzione dell"acido butirrico e 
dell*acido retinoico » sono dotati di una elevata attivita di inibizione della 
proliferazione cellulare associata ad attivazione del 6±tteireaz±wi&atOt con 
conaegnjante rileyanzfi, clinica^nel trattsmento di patologie ipers-prplif erative e 
in psu?ticolare di quelle tumorali sia solide che sistemicbe 
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Domanda di brevetto per invenzione industriale dal titolo: 

"Esteri misti deli'acido iaiuronico ad atUvita' citostatica e 



CAMPO DELLMNVENZIONE 

La presente invenzione k reiativa a nuovi farmad antitumoraii svlluppati 
a partire da compost! polisaccaridlci dotati di caratteristiclie di 
veicoiazione partlcoiarmente mirate. 
TECNICA ANTERIORE 

L'acido retinoico 8 I'acjdo butirrico sono due motecoSe utilizzate ne! 
trattamento di patologie Iper-prollferative, in partlcolare di quelle 
neopiastiche. 

L'acido butinico (d'ora In poi riferito come AcBu) e uno del principal! acldl 
grass! a catena corta derivanti daila fermentazione del carboidrati 
complessi introdotti con la dieta (Hill MJ. Eur J Cancer Prevention 4:897- 
904, 1995; Cummings JH., Gut 22:763-779, 1981) ed e fisiologicamente 
presente nei coion a concentrazioni miillmolari, dove regoia 11 tumover 
delie cellule epiteliaii della mucosa inducendo il differenziamento 
cellulare e la morte cellulare programmata o apoptosi (Jass JR. Med 
Hypotineses 18:113-118,1985; Guibaud NF, Gas N, Dupont MA, Valette 
A., J Cell Pliysiol 145:162-172, 1990). Evidenze sperimentall, 
accumulate su una consistente serie di llnee cellulari, rappresentative 
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del tumori solidi umani piD diffusi (Coradini D, BIffi A, Costa A et al.. Cell 
Prolif 30:149-159, 1997; Coradini D, Pelllzzaro C, Marimpietrl D et al.. 
Cell Prolif 33:139-146, 2000; Pellizzaro C, Coradini D, Abolafio G et al., 
Int J Cancer 91:658-664, 2001), hanno ampiamente dimostrato che, 
oltre a svolgere questo Importante ruolo fisiologico, I'AcBu 6 In grado di 
Inibire anche la crescita tumorale. 

II meccanlsmo d'azione alia base di tale attivita sembra essere 
princlpalmente basato sull'inibizione deH'attivit^ degli enzimi Iston- 
deacetilasl (HDAC), importanti componenti del complesso di regolazione 
delia trascrizlone genica. 

L'acido retinoico (d'ora in poi riferito come AR) 6 un acido 
monocarbossiiico polinsaturo a 20 atomi di carbonic e costituisce la 
forma ossidata deila vitamina A, nota per le sue importanti funzioni 
blologiche nel processo delia visione, nel mantenimento deila funzione 
cutanea, neU'emopoiesI e neilo sviluppo embrionale (Lotan R, Biocliem 
Biopliys Acta 605:33-37,1980; Dower D, Koeffler HP., Exp Cell Res 
138:193-199,1982). II meccanismo d'azione dell'AR e strettamente 
correlate alia presenza di recettori endoceilulari specifici (retinoic acid 
receptor, RAR). appartenenti alia classe del fattorl di trascrizlone 
ligando-dipendenti, che regoiano I'espressione di geni responsabili del 
differenziamento cellulare. Per le sue propriety differenzianti, I'AR e 
derivati vengono da tempo utilizzati nel trattamento di diverse patoiogie 
iper-proliferative tra cui quelle neopiasticlne (Hansen LA, Sigman CC, 
Andreola F, et al.. Carcinogenesis 21:1271-279,2000; DelUca LM, Kosa 
K, Andreola F., J Nutr Biocliem 8:426-437,1997). 
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Sebbene dotati di indubbie propriety antiproliferative, AcBu e AR sono di 
difficile impiego clinico a causa della rapida metabolizzazione del primo 
e della tossicit^ del secondo principalmente legata al fenomeno di 
accumulo che si instaura a dosaggi elevati. 

Tali inconvenient! possono essere superati dal legame di questi principi 
attivi a molecoie canrier che. se opportunannente sceite, oltre a 
stabilizzare la molecola senza alterame le propriety, possono 
aumentame la biodisponibilit^ e veicolarii in modo specifico alle cellule 
bersaglio con conseguente incremento deU'efficacIa farmacologica e 
dlminuzlone degli effetti collaterali. 

Tra le possibili molecoie earner, I'acido iaiuronico (d'ora in poi riferito 
come HA) 6 risultato di particolare interesse applicative per la 
veicolazicne mirata d; molecoie biologicamente attive, ma caratterizzate 
da problemi fisico-chimici che ne ostacolano I'uso clinico. L'acido 
iaiuronico, infatti, e riconosciuto da un recettore di membrana specifico, 
CD44, sovra-espresso dalle cellule attivamente proliferanti, ed in 
particolare dalle cellule tumorali (Rudzki Z and Jothy S., J lin PathohMol 
Pathol 50:57-71, 1997). Chimicamente I'HA 6 un polisaccaride, costituito 
da unit§ disaccaridiche di acido glucuronico e N-acetilglucosammina, 
con un peso molecolare anche di milioni di Dalton, in cui 1 gruppi 
ossidrile sono parzialmente esterificabili. 

& proprio grazie a questi gruppi esterificabili che, dal legame dell'HA con 
AcBu, § stato possibile ottenere un pro-fanmaco in grade di stabilizzare 
chimicamente I'AcBu, consentlme la veicolazione mirata alle cellule che 
sovra-esprimono 11 recettore CD44 potenziandone significativamente 
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I'effetto antiproliferativo (Coradini D, Pellizzaro C, MigUerinl G, et al., Int J 
Cancer 81:411-416, 1999). Esteri butirrici dell'HA ad elevata attivitS 
antiproliferativa sono stati descritti nella domanda di brevetto 
W098/23648. Esteri pollsaccaridici dell'acido retinoico sono descritti 
nella domanda di brevetto italiana TS2001A000017) 
Sebbene di rilevante Interesse clinico, la sintesi di un pro-fannaco 
costltuito da una singola nrK}lecola carrier velcolante due divers! principl 
attivi, potrebbe connportare alcuni inconvenienti chimico-fislcl, 
principalmente dovuti all'lngombro sterico della prima molecola agglunta 
al carrier con riduzione della reattivita dl quest'ultimo nei confronti della 
secorida molecola da legare, che renderebbe la reazione piCi difficoltosa 
e meno controllablle. Inoltre, una volta reallzzata. la doppla sostituzione 
potrebbe modificare profondamente la stoittura del carrier Influendo in 
modo imprevediblle sulle sue propriety di solubilita, pemneabilitd, e sito- 
specificita. Infine, il rilascio delle due molecole attive dal canier potrebbe 
awenire secondo cinetiche diverse e tra loro competitive, con la 
conseguenza che la mera veicolazione congiunta dei due principl attivi 
non garantirebbe la loro contemporanea biodisponibilita al sito d'azlone. 
La presente invenzione risponde, dunque, alia necessita di velcolare in 
modo efficace gli acid! retinoico e butirrico con una stessa molecola e 
risolvere, al contempo, le problematiche insite nella presenza 
contemporanea dei due principl attivi sulla stessa molecola canrier. 
SOMMARIO 

I presenti Inventori hanno ottenuto nuovi esteri misti dell'acido laluronico 
con gli acidi retinoico e butirrico. Questi esteri sono caratterizzati da un 
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rapporto tra grado di sostituzione con acido butirrico e queilo con acido 
retinoico di almeno 6, ancor piCi preferibilmente superiore a 10. EssI 
sono inoltre caratterizzati da un grado di sostituzione con acido butirrico 
ancor piCi preferibilmente compreso tra 0.05 e 1.0, preferibilmente 
compreso tra 0.1 e 0.35 e da un grado di sostituzione con acido 
retinoico compreso tra 0.002 e 0.1, ancor piCi preferibilmente compreso 
tra 0.01 e 0.05. 

Gli esteri misti con , queste caratteristiciie permettono, quindi, il 
raggiungimento di una concentrazione farmacologicamente efficace 
degli acidi butirrico e retinoico al site bersaglio potenziandone I'attlvitS 
biologica. Gli effetti citostatico e differenziante dei due principi attivl 
risultano infatti addirittura qualitativamente e quantitativamente superiori 
a quelli ottenibili con i due acidi somministrati singolarmente o come 
associazione dei due monoesteri ottenuti per esterificazione con I'acido 
ialuronico. 

L'attivita citostatica e differenziante degli esteri qui descritti permette 

quindi di trattare, con maggiore efficacia rispetto alle terapie correnti, 

quelle patologie caratterizzate da condizioni di iper-proliferazione 

ceilulare, incluse le neoplasie umane sia solide che sistemiche. 

Gli esteri deirinvenzione danno luogo a soluzioni a bassa viscosity e 

buona solubility e sono pertanto formulabili in composlzloni 

farmaceutiche facilmente somminlstrabili airuomo e all'animale. 

La presente invenzione comprende, inoltre, un procedimento di 

preparazione dei suddetti esteri che prevede la formaaone di un alcolato 

di acido ialuronico in condizioni particolari di reazlone: Taicolato viene 
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fatto reagire prima con acido retinoico e poi con acido butimco. Tale 
procedimento permette di ottenere agevolmente I gradi dl sostituzione 
desiderati insieme a una degradazione controllata del peso molecolare 
deH'acldo iaiuronico nativo entro un intervallo medio-basso. 
DESCRiZIONE DELLE FIGURE 

Figura 1. Confronto tra reffetto antiproliferativo di dosi scalari di 
estere misto retirioato-butlrrato deli'acido Iaiuronico, monoestere 
butlrrico o monostere retinoico in ceiiule di carcinoma mammario 
umano (MCF7). 

Dopo 6 giomi di trattamento continuo con dosi scalari di estere misto 
deirinvenzlone (intervallo 2 - 0.0001 mg/ml), monoestere butlrrico 
(intervallo 4 - 0.03 mg/ml) o monoestere retinoico (intervallo: 4 - 0.0001 
mg/ml), i'effetto sulia crescita ceiiulare e state valutato, con metodo 
colorimetrico (MTT), In temnini di percentuale di inibizione rispetto al 
controllo (costituito da cellule mantenute nel solo ten-eno di coltura). Ad 
ogni concentrazione testata, I'estere misto esplica un'attivit^ 
antiproliferative superiore a quelle delle corrispondenti concentrazioni dl 
entrambi i monoesteri suggerendo un potenziale effetto sinergico tra i 
due princlpi attlvi contemporaneamente present! sulla stessa molecola 
carrier. 

Monoestere (HA-AcBu): -■- ; monoestere (HA-RA): -•- ; estere misto 
deH'acido iaiuronico con gli acidi retinoico e butimco (HA-AcBu/RA): -A-. 
Figura 2. Effetto di dosi scalari di estere misto retinoato-butirrato 
deli'acido iaiuronico sulia crescita di cellule promielo/monociticiie 
(U937 e HL-60). Dopo 6 giomi di trattamento con dosi scalari di estere 



Notarbartolo & Gervasrs.p.A. 



misto (Intervallo di concentrazlone: 1-0.0001 mg/ml), I'effetto del . 
composto sulla crescita celiuiare ^ stato vaiutato. con metodo 
colorimetrico (MTT), In tennini dl percentuale di Inlblzione rispetto al 
controllo (costitulto da cellule mantenute nel solo terreno dl coltura). La 
crescita di entrambe le linee cellulari viene solo parzialmente inibita. 
Infatti, anche In presenza delta concentrazlone massima somministrata 
di 1 mg/ml, corrispondente alia concentrazlone 10"*M di AR e 2 mM di 
AcBu (concentrazioni alle quaii entrambi i principi attlvl Inducono quasi il 
100% di Inlblzione della crescita), si osserva solo un'inibizlone del 40% 
nelle U937 e del 48% nolle HL-60, nonostante la presenza del recettore 
CD44 speclfico per i'acido iaiuronico, precedentemente veriflcata 
mediante citometria a flusso. Cellule U937: -M- ; HL60: -•- . 
r!gura 3. Perturbazicni de! cScIo ceituiare indctte da'iS'estere misto 
retinoato-butirrato deiracido iaiuronico nella linea celiuiare 
promlelo/monocitica U937. La valutazione e stata eseguita mediante 
citometria a flusso (pannelii a, b, c.) dopo 6 giomi di trattamento 
continue con I'estere misto alia concentrazione di 0.1 o 1 mg/ml ed § 
stata messa in relazione con I'efFetto indotto sulla crescita celiuiare 
valutata con metodo colorimetrico (MTT), descritto dalla curve 
Pannello a): controllo (Go=42%; S=44%: c): estere misto In 
concentrazlone 0.1 mg/ml {G=Q4%: S=3%) e d): estere misto In 
concentrazlone 1 mg/ml (Go=91%; S=5%). 

Figura 4. Confronto tra Teffetto degli esteri misti dell'lnvenzione ed 
il principle attivo NaB sulla prollferazione delia linea cellulaFe 
promielocitica U937. 

8 
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£ riportato I'effetto di inlbizione della crescita indotto da tre doppi esteri 
(HRE23, HRE24 e IS1 6/01/02) rispetto a NaB (sodio butirrato). HRE23, 
HRE24, IS16: esteri misti secondo I'invenzione. 

Figura 5. Confronto tra I'effetto degli esteri misti dell'invenzione ed 
il princlplo attivo sulla crescita della linea celluiare promielocitica 
U937. 

& riportato I'effetto Indotto da tre doppi esteri (HRE23. HRE24 e 
IS1 6/01/02) rispetto a RA (acido retinoico). HRE23, HRE24, IS16: esteri 
misti secondo I'invenzione. 

Figura 6. Effetto dell'estere misto retinoato-butirrato e del due 
principi attivi (acido butirrico e acido retinoico) neila linea celluiare 
promielo/monocitica U937. 

L'effetto 6 stato valutato sul ciclo e sulla proliferazions celluiare: la 
valutazione 6 stata esegulta medlante citometria a flusso dopo 3 giorni 
di trattamento con I'estere misto dell'invenzione alia concentrazione dl 
0.1 mg/ml, acido butinico o acido retinoico, rispettivamente alia 
concentrazione di 0.2 mM e 10"®M. Le perturiDazioni indotte dai compost! 
sul ciclo celluiare sono state messe in relazione con I'effetto sulla 
prollferazione celluiare (asse delle ordinate) esercltato dalla stesse 
concentrazioni di farmaci ed espresso come percentuale rispetto al 
controllo (CTR), costituito da cellule mantenute in solo tenreno di coltura. 
L'analisi citometrica indica che, dopo 3 glomi di trattamento, I'estere 
misto induce gia 11 massimo deU'inlbizione con un blocco del ciclo 
celluiare In fase Go,, del 72%, mentre I'AcBu a 0.2 mM 6 del tutto 
inefficace sia nell'indurre un effetto antiproliferative che un blocco del 

9 
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cicio cellulare e I'AR lO'^M riduce notevolmente la crescita cellulate con 

un conoomltante blocco delle cellule nella fase Go,i del ciclo. 

CTR: controllo. Pannello a): {G^=A5%; S=46%), pannello b): (Go=44%; 

S=45%); pannello c) (Go=43%; S=45%); pannello d): {G=72%; S=22%); 

pannello e) (Go=41%; S=46%). pannello f): (Go=94%; S=2%). 

Figura 7. Valutazlone comparata deU'effetto citostatico e pro- 

differenziante dei composti dellMnvenzione rispetto ai principi atUvi 
puri o in forma di monoestere, somministrati singolarmente o In 
associazione nella linea cellulare promlelo/monocitica U937. 
II grafico riporta in mode sintetico gli effetti indotti dal van composti, 
somministrati da soli o in associazione, sulla crescita cellulare (espressa 
come percentuale di cellule femie nella fase Gon del ciclo cellulare, % 
asse delle ordinate) e sul differenziamento (valutato come percentuale di 
cellule esprlmenti I'antlgene CD11b). La valutazione, esegulta mediante 
citometria a flusso dopo 3 giomi di trattamento con i vari composti 
somministrati alia concentrazione conispondente a quella presente 
nell'estere misto alia dose di 0.1 mg/ml, indicate In figura. 
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DESCRIZIONE DETTAGLIATA DELL'INVENZIONE 

I nuovl composti oggetto della presente invenzione sono esteri misti 
(HA-AcBu/RA) dell'acido laluronico con gli acidi retinoicx> e butirrico. In 
questi esteri, i gruppi ossidrlle dell'acido laluronico sono parzlalmente 
sostituiti con i residui acilici dell'acido retinoico (AR) e deH'acido butinico 
(AcBu). 

Tall esteri misti sono caratterizzati da un quantitativo di acido butinico 
maggiore rispetto a quelle di acido retinoico secondo un rapporto tra 11 
grade di sostituzlone con butinrato e quello con retinoato di almeno 6 
(DS AcBu/AR > 6) o, ancor piu preferibilmente, superiore a 10. Ancor pICi 
preferibilmente tall esteri hanno un grade di sostituzlone con acido 
butimco compreso tra 0.05 e 1 .0, o ancor pID preferibilmente compreso 
tra 0.1 e 0.35 ed un grado di sostituzione con acido retinoico compreso 
tra 0.002 e 0.1, o ancor piCi preferibilmente compreso tra 0.01 e 0.05. 
Essi hanno Inoltre preferibilmente un peso molecolare compreso tra 
10.000 e 30.000 Dalton. 

Per "peso molecolare" si intende il peso molecolare medio ponderale 
(MW), del solo acido laluronico, escludendo cioe il contribute del residui 
butimci e retinoid. 

Per "grado di sostituzlone" si intende il numero di ossidrili esterlflcati per 
ogni unit^ ripetitlva dell'acido laluronico (dimero GlcNAc-GlcUA). 
Con 11 termlne "acido retinoico" o "(AR)" si intendono tutte le fomne 
Isomeriche in cui si presenta questo composto. quindi sia la forma 
naturale (con tutti i doppi legami in fomna trans), che tutte le altre tovme 
isomeriche possibili. 
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Gil esteri misti dell'HA descritti nella presents invenzione veicolano 
contemporaneamente ad un sito cellular© bersaglio, • quantita 
farmacologlcamente efficaci degli add! retlnoico e butirrico. pertanto sla 
Tattivita prodlfferenzlante che I'effetto citostatico sono qualitatlvamer^te e 
quantitativamente superior! rispetto a quelli otteniblli con I due acidi 
sommlnistrati singolamiente o in forma di associazlone di monoesteri 
con I'acido iaiuronico. 

In partlcolare, I'associazlone dei due monoesteri (HA-AcBu e HA-RA 
utilizzati comparativamente), pur ottenendo lo stesso effetto dl Iniblzlone 
della cresclta, non e in grado di indun-e alcun differenziamento cellulare 
signlficativo. CI6 penmette di glustificare le notevoli potenziallt^ 
dell'estere misto rispetto sia ai singoli principl attivi. che ai loro 
monoesteri da soli o in associazione. 

L'attivlta antiproliferatlva dei suddetti esteri misti si esplica attraverso 
un'azione citostatica, valutabile attraverso I'lnibizlone deila crescita 
cellulare, dovuta ad un blocco delle cellule nella fase Gq/i del cicio 
cellulare. cui segue I'attivazlone del differenziamento cellulare o, ad alte 
concentrazione, della mort:e cellulare o apoptosi. L'induzione del 
differenziamento cellulare si pud seguire attraverso la ri-espressione dl 
antigeni di membrane specifici per I'istotipo considerate, ad esempio nel 
caso di cellule promlelocitiche con I'attivazlone degli antigeni di 
superficie CD11a e CD11b. 

Gil esteri misti della presente invenzione pennettono, quindl. di bloccare 
la cresclta tumorale e ripristinare il processo dl maturazione cellulare o di 
Indurre, nella maggior parte dei tumori, la morte cellulare in modo dose- 
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dipendente determinando cosi sia un effetto di controllo della malattia 
che la sua cura. L'appllcazlone 6 pertanto vantaggiosa sia nella terapia 
di tumori solidi che nella terapia dei tumori sistemici, anche se puo 
risultare particolarmente vantaggiosa nella terapia dei tumori della linea 
promielocitica e specificamente della leucemia promielooita acuta (APL) 
per lo spiccato effetto prodifferenziante. 

Nel case dell'APL. h infatti ipotizzabile un meccanismo diretto 
dipendente dalla presenza del recettore chimerico caratteristico di tale 
patologia. L'attivita blologica particolamiente elevata degll esteri 
dell'invenzione 6 riferibile alia possibility dl agire ad un doppio livello: 
inibendo l'attivita delle HDAC (iston-deacetilasi, che inibiscono il normale 
sviluppo differenziatlvo) mediante i residui butlnici e Inducendo 
contemporaneamente II differenziamento grazie alia presenza dei residui 
retinoid presenti sulla molecola carrier. In particolare, in cellule della 
linea promielocitica, gli esteri dell'invenzione Inducono la ri-espressione 
degli antigeni di superficie CD11a e CD11b. 

Condizione utile per esercitare tali effetti ^ la presenza, sulle cellule 
tumorali, del recettore CD44 specifico per I'acido iaiuronico. Tale 
presenza 6 stata ampiamente dimostrata nella maggior parte del tumori 
solidi umani Inclusi, per esempio, gli adenocarclnomi della mammella, 
del colon, del polmone, il melanoma, cosl come in alcune neoplasia 
sistemiche quail I'APL. 

Grazie alle loro caratteristiche peculiari, gli esteri misti dell'invenzione 
consentono: (1) di ottenere un adeguato dosaggio e un'elevata 
biodisponibilita di entrambi gli acidi al loro sito di azione, (ii) dl 
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mantenere la sito-speclficita deiracido iaiuronico utilizzato come 
molecola carrier, (iii) dl ottenere nuovi effetti farraacologici utili per 
migliorare il trattamento delle patologie tumorali, (iv) di ottenere un 
farmaco con caratterlstiche chlmico-fisiche tale da renderio facilmente 
sommlnlstrabile, (v) dl dinnlnuire la tossicit^ dl dosi efflcaci di acldo 
retlnolco. 

Infatti, Tattivltii del composti descritti, non 6 riconduclblle ad una mera 
sommatbria delle attivita del due principl attivl (AR e AcBu), ma piuttosto 
ad un sineiglsmo dl tipo qualltativo e quantitativo inaspettato 
probabilmente legato alia contemporanea presenza del due principl attivl 
sulla stessa molecola carrier che consente I'lnterazlone a llvello cellulare 
tra AR e AcBu diversamente da quanto ottenibile coi singoll esteri fomiti 
in miscela. E* indicativo, Infatti. c!ie g!i esteri misti dell'invenzione 
potenzino I'effetto ottenibile con la semplice assoclazione dell'acido 
retinoico e butlrrico o del loro monoesteri con acido Iaiuronico. 
Gil effetti osservati sulla crescita cellulare e sul differenziamento 
somminlstrando gli esteri della presente invenzione a cellule esprimenti 
recettore per I'acido Iaiuronico (CD44) sono completamente inaspettati 
sla rispetto al comportamento dei due acidi retinoico e butirrico, da soli o 
in miscela fisica, sla rispetto alia somministrazione contemporanea come 
singoli monoesteri deH'acido iaiuronico. 

L'anallsl citometrica mostra infatti che dopo soli 3 giomi di trattamento 
con I'estere misto dell'invenzione si ottiene gi^ il massimo dell'lnibizione 
della crescita cellulare ed II blocco del cicio cellulare in fase Gq,, nel 72% 
della popolazione cellulare. I risultati ottenuti con I due principl attivl, 
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addizionati singolarmente, sono invece in linea con quanta atteso con le 
concentrazioni somministrate, ossia a 0.2 mM, I'AcBu e del tutto 
inefficace sia nell'indurre un effetto antiproliferativo che un blocco del 
cicio cellulare, mentre I'acido retinoico ad una concentrazione di circa 
10"^l\/i (corrispondente a quella presente suH'estere misto sommlnistrato 

ad una concentrazione di 0.1 mg/ml) e, come noto, citotossico. < 
L'estere misto dell'invenzione consente quindl la sommlnistrazlone di 
dosi di AR altrimenti citotossiche e non utilizzabili a scopo terapeutico 
^ unendole ad un contemporaneo effetto prodifferenaante. 

La superiore attivitS biologica osservata con gll esterl misti nei confront! 
dell'associazione del due monoesteri puo essere almeno in parte 
ascrivlblle atl'assenza di un antagonlsmo meccanico tra i due monoesteri 
nelia cinetica di legame alio stesso recettore. 
In sintesi i ricliledenti hanno osservato che: 

- sul piano quantitativo, gli esteri misti di HA con AR e AcBu, in 
accordo con la presente invenzione, mostrano un effetto 

^ antiproliferativo, citotossico o citostatico, dose-dlpendente ed un 

effetto prodifferenziante su cellule derivate da tumori solidi e sistemici 
con un'attivita decisamente superiore a quella ottenibile con i due 
acidi singoli, con la loro miscela fisica, o con 1 loro monoesteri 
ialuronici; 

- sul piano qualitatlvo I due acidi da soli, la loro miscela fisica e 1 
monoesteri con acido iaiuronico presentano tutti un effetto 
differenziante decisamente Inferiore rispetto all'effetto di blocco della 
crescita cellulare (si noti che sia I'effetto antiproliferative che quello 
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prodifferenziante sono estremamente utili nella terapia antitumorale); 

gli esteri della presente invenzione sono invece gli unici capaci di 

produrre effetti consistenti su entrambi I parametri. 
In particolare, In un sistema in vitro rappresentato dalla linea cellulare 
U937, e stato osservato che, ali'intemo dell'intervallo del grado di 
sostituzione preferito. sla per AcBu che per AR, gli esteri misti con un 
grado di sostituzione piD basso sia per AcBu che per AR, hanno una ICgo 
(concentrazione alia quale si ha 50% dell'effetto antiproliferativo) anche 
inferiore a 1 nM. 

Diversamente, gli esteri misti caratterizzati da un piu alto grado di 
sostituzione sia di AcBu che di AR ali'intemo dell'intervallo del grado di 
sostituzione preferito, In presenza della concentrazione di 1 mg/ml, 
corrispohdente alia concentrazione lO^'M di AR e 2 mM di AcBu 
(concentrazionl alle quail la somministrazione di entrambi I princlpi attivi 
tal quail induce quasi il 100% di inibizione della crescita con un effetto 
prevalentemente citotossico), danno una inibizione della crescita del 
40% e del 48% nelle HL-60. Questo effetto antiproliferativo 6 pert) 
accompagnato da un notevole aumento della percentuale (> 90%) dl 
cellule bloccate nella fase Gq^ del ciclo cellulare e dalla comparsa dl 
antigeni specifici del dlfferenzlamento cellulare. 

Altra caratteristlca vantaggiosa degll esteri della presente Invenzione, d 
la riduzione controllata del peso molecotare dell'HA che riduce 
ringombro sterico della molecola finale (a vantagglo della sua 
blodlsponlbllitli), ne migliora le caratteristiche di solubility, ne riduce la 
viscosity in soluzione e la rende plu facllmente sommlnlstrabile all'uomo 
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e all'anlmale. Tutto ci6 viene ottenuto senza alterare la capaclta 
veicolante sito-specifica propria dell'acido iaiuronico nativo. 
Gli esteri laluronici della presents invenzione possiedono infatti 
caratteristiche ottlmali di solubillta e bassa viscosity tali da permettere 
una loro facile formulazlone e una somminlstrazione agevole e senza 
rischi anche nel caso di somminlstrazioni endovenose o Intramuscolare. 
Gli esteri misti dell'invenzlone possono essere Infatti preparatl sotto 
forma di soluzlone acquosa fino ad una concentrazione dl almeno 2 
mg/ml. 

II procedimento per la sintesi del suddetti esteri misti dell'HA costituisce 
un ulteriore oggetto della presente invenzione. Esso 6 caratterizzato da 
un passaggio dl esterificazione con derlvati dell'acido retlnoico effettuato 
prima dell'esterificazions con derivati dell'acido butirrlco. 
Preferibllmente 11 procedimento § caratterizzato dalle seguenti fasi, 
nell'ordlne Indicato: 

I) formazlone di un alcolato di acido iaiuronico; 

ii) esterificazione dell'alcolato ottenuto in i) con derivati dell'acido 

retlnoico ad ottenere un monoestere retinoico dell'acido 

iaiuronico; 

I) esterificazione del monoestere ottenuto In II) con derivati 
deH'acido butirrico.ad ottenere suddetto estere misto dell'acido 
Iaiuronico. 

E' essenzlale che I'esterificazione con AR awenga prima di quella con 
AcBu; d inoltre preferiblle che prima deU'esteriflcazione con AR. si 
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trasformi racldo iaiuronico nel rispettlvo alcolato nelle condizioni indicate 



al punto i). 

L'HA di partenza pu6 essere utilizzato come tale o in fonna salificata; 
esempio prefeiito dl sali dell'acldo Iaiuronico sono i sail ammonici 
quatemari, quale II sale tetrabutilammonico. L'acldo iaiuronico 6 
commerclalmente disponibile ed ha un peso molecolare generalmente 
compreso tra 10* e 10^ Daltons. 

L'alcole utilizzato nel passaggio i). 6 preferibilmente un alcole C1-C5, piCi 
prefeiibilmente metanolo. II pH dell'amblente dl reazlone deve essere 
superiore o uguale a 13 e viene ottenuto Includendo una base nella 
miscela di reazlone: la scelta dell^ base non e determinante. 
La reazlone pfocede a temperatura ambiente, per un tempo medio dl 2- 
3 ore. In quests condizioni I'acido iaiuronico subisce una riduzione 
controllata del peso molecolare e, al contempo, I suoi gnjppi ossidrile si 
trasfonnano in alcolato, attivandosi per la successlva reazlone con 
I'acido retinoico; ralcolato cosl ottenuto viene isolate dall'ambiente di 
reazlone (ad es. rimuovendo il solvente mediante liofilizzazione). L'acldo 
iaiuronico e preferibilmente utilizzato in forma di sale ammonico 
quatemarlo, mentre la reazione dl esterificazione di Qui al punto ii) 6 
preferibilmente effettuata utilizzando, come agente esterificante, retinoil 
cloruro. Per effettuare 11 passaggio ii) I'alcolato ottenuto nel passaggio i) 
viene preferibilmente disperse in dimetllfomriammlde e posto a contatto 
con una soluzlone di retinoil-cloruro, precedentemente preparata a 
parte. 

Per effettuare 11 passaggio iii) si segue preferibilmente la seguente 
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procedura: il monoestere retinoico ottenuto In il), eventualmente 
purlficato. viene disperse in dimetilfoniiammlde e trietllammina; alia 
dispersione si aggiunge quindi anidride butirrica e dimetilammlnopiridina, 
fino a completamento della esterificazione. 

Se desiderato, I'estere misto pu6 essere ulteriormente purificato 
mediants lavaggi, dialisi, passaggio su resine a scambio ionico, ecc. 
La presente invenzione cx>mprende, inoltre. qualsiasi composizlone 
farmaceutica contenente gli esteri misti sopra descritti da soii o in 
associazione con gli eccipienti famnaceutlcamente accettabill piCi adatti 
alia formulazione. Esempi di tali formuiazionl farmaceutictie sono 
soluzloni, sospensloni, polveri solubiil, compresse, granuli, 
microcapsule, capsule molli o rigide, compresse rivestite, suppositori, 
ovuli, pomate, gel, ecc. 

L'lnvenzione comprende I'uso in terapia del suddetti esteri e delle loro 
composizioni farmaceutiche. In particolare, i'invenzione e diretta all'uso 
del suddetti esteri misti nella preparazione di famiaci ad azlone 
antiproliferativa e pro-differenziante utill nella terapia antitumorale con 
particolare indlcazione per le patologie tumorali sistemiche quail la 
leucemia promielocitica acuta. 

Le proprieta antiproliferative degli esteri dell'lnvenzione 11 rendono inoltre 
utill nel trattamento delle patologie associate a iperproliferazlone 
cellulare, quail ad es. malattie infiammatorie intestinali, moriDO di Crohn, 
colite ulcerosa, psoriasl. ipercheratosi, iperplasia prostatica, 
iperproliferazlone sinoviale. 

La via di somministrazlone puo essere scelta. ad es., tra quella orale, 
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endovenosa, Intramuscolare, intraperitoneale, rettale, intracavitaria, 
vaginale, percutanea, topica, ecc. 

L'invenzlone viene ora descritta mediante i seguenti esempi sperimentali 
che non ne rappresentano per6 alcuna iimitazione. 
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Le llnee cellulari MCF7, U937 e HL-60 furono acquistate presso 
American Tissue Culture Collection (Rocl<ville, MS). Le MCF7 furono 
cresclute in DMEM/F12 addizionato con 5% PBS, mentre le U937 e HL- 
60 in RPMI-1640 con 10% (v/v) siero fetale bovino. 
Proliferazione cellulare. 

Furono utilizzate circa 1000 cellule per pozzetto (MCF7) e 500 (U937 e 
HL-60) in piastre da 96 pozzetti e trattate come indicato negli esempi. 
Alia fine dell'esperimento I'effetto antiproliferative fu misurato con 3-(4,5- 
dimethylthiazoI-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). 
L'assorbanza fu sottratta del bianco costituito da pozzetti contenenti tutti 
i componenti ma privl di cellule, 
Citometria a flusso. 

L'espressione degli antlgeni CD44, CD11a, GDI lb. CD18 fu misurata 
utilizzando specifici anticorpi monoclonall murini ed anticorpi secondari 
anti-topo conlugati con FITC. Dopo immunofluorescenza le cellule 
furono Incubate in una soluzione contenente ioduro di propldio (PI) (5 
ng/ml), Rnase (10 kU/ml). e Nonidet P40 (0.005%). La fluorescenza 
relativa al PI fu misurata mediante FACScan flow cytometer (Becton 
Dickinson) dotato di laser ad argon a lunghezza d'onda dl eccitazlone 
488 nm e con filtro a 610 nm. II segnale fu raccolto in mode lineare e 
logaritmico. I dati furono elaboratl mediante LYSIS II software. 
Per valutare le alterazioni del cicio cellulare le cellule furono risospese in 
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una soluzlone contenente. solo ioduro di propidio, Rnase e Nonidet P40 
e la fluorescenza misurata mediante FACScan flow cytometer. 
Esempio 1. Preparazione dell'estere misto con maggior grado di 
sostituzione. 

In accordo alle premesse. si sono condotte una serie di prove volte a 
ottenere esteri misti retlnoato-butin-ato dell'acido iaiuronico con divers! 
rapporti relatlvi dl esterificazione dell'uno o dell'altro sostituente. 
Entrando nel merito, si § optato per un approccio sequenziale dl 
esterificazione, facendo precedere I'esterificazione con AR, stante una 
minor velocita di reazione. Nelle varie prove si sono modlflcati I rapporti 
stechiometrici del reattlvi alio scope di ottenere gradl dl esterificazione 
diversi ed anche alcune condizioni operative, ma si 6 mantenuto sempre 
io stesso schema di sintesi: 

- preparazione del TBA-alcolato dl HA-TBA, 

- sintesi di retlnoil-cloruro da acido retlnoico e ossalil-cloruro, 

- esterificazione deH'HA con retinoll cloruro, 

- esterificazione dell'HA-RET con anidride butlnica. 

Nel dettaglio di questa prima sintesi 5,0 g di HA-TBA sono stati dispersi 
In 5.2 ml dl TBA-OH 40% e successlvamente liofillzzatl. 2,4 g dl acido 
retinoico sono statl sciolti in 20 ml dl N, N-DMF anidra. mantenendo per 
tre ore sotto agltazione, in atmosfera di Nj e al riparo dalla luce. 
Contemporaneamente 1 ml dl ossalll clomro e 1 ml di N,N-DMF sono 
agglunti a 5 ml di dietiletere. Dope 10' la soluzlone di acido retlnoico si 
gocciola, sempre In atmosfera dl Ng e al riparo dalla luce in circa 20' 
sotto agltazione magnetica. Al termine si lascla sotto agltazione per 1 
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ora. 

L'alcolato dl HA-TBA liofllizzato viene dlsperso in 300 ml dl N,N-DMF. 
Nella soluzione ottenuta si gocciola quella precedentemente preparata 
di retinoil cloruro in circa 30' a t.a. 

Al termine si lascia reagire sotto agltazlone per uiteriori 17 ore. li sistema 

cosi ottenuto, viene diviso in due aliquote uguaii: 

ia prima (A) viene concentrata s.v. a 1/3 dei voiume iniziale e versata su 

3 volumi di etere etilico. Si ottiene un precipitate clie viene ridisperso in 

100 ml dl N.N-DMF e addlzlonato dl 300 pi dl TEA. 

Le due aliquote A e B sono poi trattate con 640 |jI di anidride butirrica e 

2 g di DMAP, lasciando reagire In agltazlone per una notte al buio e 

sotto Ng. 

Alia aliquote sono stati poi addszionati 3 volumi di dietiletere. filtrate su 
Gouch, lavate con 3X100 ml dl dietiletere e purificate per dlalisl in 2 It di 
acqua distillata. 

I prodotti cosi puiiflcatl, sono stati poi passati su colonna di reslna a 
scambio lonico in forma sodica e finalmente llofilizzatl. 
I prodotti, HRE23 e HRE24 hanno avuto rispettivamente una resa di: 0,8 
g ed 1 seguentl gradl di sostltuzlone HRE23: d.s. retinoato 0,046; d.s 
Butirrato 0,94 (rapporto DS HA- AcBu/DS HA-AcRe = 20.43), HRE24 
una resa dl 1,2 g; d.s. retinoato 0,066; d.s Butirrato 0,45 (rapporto DS 
HA- AcBu/DS HA-AcRe = 6.8). 

Esempio 2. Preparazlone dell'estere misto con minor grade di 
sostituzione. 

1) Retinoazione 
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SI e ripetuta la prova precedente con una quantity dimezzata dl acldo 
retinoico e dl anidride butirrica. 

(a) Preparazione del TBA-alcolato dl HA-TBA. 

5,0 g dl HA-TBA si disclolgono In 20 ml dl Metanolo e 2,7 ml di una 
soluzione acquosa al 40% in peso di TBA-OH, lasciando reagire per una 
notte sotto agitazlone magnetica. SI evapora II solvents a pressione 
ridotta e si liofilizza. 

(b) Sintesi del retinoil cloruro 

Sotto N2 e al riparo dalla luce, 0.5 ml dl N.N-DMF e 0,5 ml ossalll cloruro 
in 3 ml di dietiletere sono addizionjati di una soluzione di 1 .25 g di acido 
retinoico In 10ml dl N.N-DMF mediante imbuto gocclolatore (flusso 0,5 
ml/ min) e lasciati reagire per un'ora. 
c) Sintesi deSI'estere retinoato 

L'alcolato precedentemente preparato § disciolto in 300 ml di N.N-DMF. 
Si aggiunge la soluzione di retinoil cloruro mediante un imbuto 
gocciolatore (flusso 1 ml / min) e si lascia agire per 22 ore. 
2) Butirrazione 

Al sistema finale di retinoazlone sono aggiunti 4,0 g dl DMAP e 1,3 ml dl 
anidride butlmca, lasciando reagire per 21 ore sotto agitazlone 
meccanica e al riparo dalla luce. 

Si concentra a pressione ridotta la soluzione fino a 1/4 del volume 
iniziale. Si recupera il prodotto per precipitazlone In 6 volumi di 
dietiletere. Si filtra sotto vuoto lavando con lo stesso solvente. SI 
discioglie 11 solldo in acqua distillata, si dializza 4 volte contra 20 It dl 
acqua distillata. La soluzione purificata si fa passare 2 volte attraverso 
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una resina a scambio lonico Amberlite IR 120 In fonna sodica (flusso 5 
ml /min) e Infine si liofilizza. 

SI ottengono 2.74 g dl estere misto (lotto IS-16). DSbut = 0.255; DSret = 
0.019. 

Esempio 3. Preparazione delt'estere misto su scala industriale 
SI § ripetuta la prova dell'esemplo 2 In scala 10/1. 

1) Retlnoazione 

50 g dl HA-TBA vennero scloltl in 300 ml dl metanolo e trattati con 27 ml 
dl TBA-OH sol. 40% 

5 ml di N,N-DMF e 5 ml dl ossalil cloruro vennero aggiunti in 30 ml dl 
dietlletere ed addlzionati dl una soluzlone dl 12,5 g di acldo retlnoico in 
100 ml di N.N-DMF. 

Questa soiuzione venne goccloiata di in 2,5 It di soiuzione di alcolato in 
N.N-DMF e per 21 ore a temperatui-a ambiente. 

2) Butirrazione 

Al retinoato cosl ottenuto, vennero aggiunti 20 g di DMAP e 13,2 ml di 
anidride butirrica. La reazione venne lasclata procedere per 24 ore e 
quindi 11 solvente evaporate sotto vuoto a max 30° C. Quindi 11 composto 
venne preclpitato con I'etere e la soiuzione acquosa dializzata (circa 10 
It). II composto venne ripassato su resina in forma sodica (con grosse 
difficoiti ). II composto fu liofilizzato. 

Esempio 4. Effetto degli esteri misti su una llnea cellulare di 
carcinoma mammario (IVICF7) e su linee celiulari tumorali 
promielo/monocitiche (HL60 e U937). 

II modello sperimentale prescelto era costituto da una linea cellulare di 
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carcinoma mammario umano (MCF7), quale esempio di neoplasia 
solida. Gli effetti indotti dall'estere misto furono confrontati con quelll 
ottenuti dai due principi attivi llbeji o legati all'HA in fomia di monestere. 
La presenza del recettore CD44. speclfico per I'HA, era gid stata 
dimostrata in precedenza (Coradini D. Pellizzaro C, I\/ligiierini G, et al. Int 
J Cancer 81:41 1-416, 1999). 

La Figura 1 mostra che, dopo 6 giorni di trattamento, dosi scalar! dl 
estere misto (range 2-0.0001 mg/ml) esplicano un'attivita antiproliferativa 
superiore a quella delie conrispondenti concentrazioni di entrambi i 
mo'noesteri dell'acido butin-ico e deH'acido retinoico (range 4-0.0001 
mg/ml) suggerendo un probabile effetto sinergico tra i due principi attlvl 
contemporaneamente present! sulla molecola carrier. Cosi, ad esempio, 
se per ottenere i'inibizione del 50% deile celluie sono necessari 1.4 
mg/ml dl monoestere butirrico e 0.5 mg/ml di monoestere retinoico, § 
sufficiente una concentrazlone di 0.08 mg/mi di estere misto per 
ottenere lo stesso effetto. 

Quali esempio di neoplasia umana sistemica, furono scelte le llnee 
cellulari promielo-monocitiche HL-60 e U937, che in presenza di 
compost! differenzianti, quali I'acido retinoico, evolvono verso uno 
sviluppo specificamente granulocitico (HL-60) o monocitico/macrofagico 
(U937). Gli esteri mist! saggiati sperlmentalmente erano caratterizzati da! 
grad! d! sostituzione specificati in tabella 1 . 
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Nome 


DS But 


DS Ret 


DSBut/DSRet 


HRE23 


0.94 


0.046 


20.43 


HRE24 


0.45 


0.066 


6.6 


IS16 


0.255 


0.019 


13.14 



GH effetti IndottI da diversi esteri misti flirono confrontati sia con quelli 
ottenuti con i due principi attivi liberi che, in alcunl esperlmenti (ad 
esempio quelli riportati nelle figure 1 e 7) con quelli ottenuti con i singoli I 
monoesteri deli'acido iaiuronico. 

Come mostrato in Figura 2, dopo 6 giomi di trattamento con dosi scalari 
di estere misto (0.0001 - 1 mg/ml), la crescita dl entrambe le linee 
cellulari viene solo parzialmente inlbita. Infatti, anche In presenza della 
cpncentrazione masslma somministrata di 1 mg/ml, comspondente alia 
concentrazlone 10-*M di AR e 2 mM di AcBu (concentrazioni alle quail 
entrambi i. principi attivi inducono quasi il 100% di inibizione della 
crescita), si osserva solo un'inibizlone del 40% nelle U937 e del 48% 
nelle HL-60, nonostante la presenza del recettore CD44 specifico per 
racido iaiuronico verificata mediante citometria a flusso. 
Sorprendentemente, questo modesto effetto antiprollferatlvo § 
ac(iompagnato da un notevole aumento della percentuale di cellule 
bloccate nella fase Gq/i del clclo cellulare. Infatti, come messo in 
evidenza dalla citometria a flusso (Figura 3), le cellule U937, trattate con 
restore mlsto, risultano quasi totalmente bloccate nella fase Qq^ del clclo 
cellulare gia alia concentrazlone dl 0.1 mg/ml, comspondente a 10"^M dl 
AR e di 0.2 mM dl AcBu. 
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In figure 4 e 5 si evldenzia un'attlvlta cltotossica molto superiore al 
principio attlvo sia nel caso deiracldo butlrrico (flg.4), che nel caso 
dell'acido retinoico (fig.5). In particolare il composto IS 16 risulta 
partlcolanmente atBvo evidenzlando una ICgo di circa 1x10"* mM. 
Esempio 5. Effetto degli esteri misti sull'espressione di anti^eni di 
differenziamento 

Per verlficare se il blocco della crescita cellulare § accompagnato da 
un'attivazione del differenziamento, il modello sperimentale scelto e 
costituito dalla linea cellulare promielo/nranocitica U937 nelia quale e 
stato studiato I'effetto deU'estere misto suH'espressione di una serie di 
marcatori specifici di differenziamento mielocitico/macrofagico (CD11a, 
CD11b e GDI 8). L'effetto ottenuto 6 stato messo a diretto confronto con 
queilo dei due principi atUvi. Poiche ie prove di crescita rianno dimostrato 
che gia alia concentrazione di 0.1 mg/ml I'estere misto induce il massimo 
del blocco, gli esperimenti sono stati condotti a questa dose e i risultati 
ottenuti sono stati confrontati con quelli ottenuti somministrando gli acidi 
butirrico e retinoico alia stessa concentrazione alia quale sono presenti 
nell'estere misto (rispettivamente 0.2 mM e 10"^M). Poiclie in questi 
esperimenti 11 tempo di trattamento e stato ridotto a 3 giomi, sono stati 
rivalutati anclie gli effetti suila crescita e sul cicio cellulare. 
La Figura 6 indica che, dopo 3 giomi di trattamento, I'estere misto 
induce gia il massimo dell'inibizione con un 72% delle cellule bloccate 
nella fase Gq,^ del cicIo cellulare. I risultati ottenuti con i due principi 
attivi, addizlonati singolarmente, sono in linea con quanto atteso per Ie 
concentrazioni somministrate. Infatti, alia concentrazione di 0.2 mM, 
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I'AcBu 6 del tutto inefficace sia nell'indurre un effetto antiproliferatlvo che 
un blocco del cicio cellulare, mentre alia concentrazione di 10-*M. 
notoriamente citotossica e quindi non utilizzabile a scopo terapeutico, 
I'AR riduce notevolmente la cresclta cellulare con un concomltante 
blocco delle cellule nella fase G^,, del ciclo. L'effetto citotossico dell'AR a 
tale concentrazione 6 confennato dalle alterazloni della morfologia 
cellulare osservate al microscoplo. 

In tabella 2 vengono Indicate le percentuali di espresslone misurate 
mediante FACS su alcuni antigen! di membrana In cellule U937 trattate 
con gli ester! dell'invenzione e con I due principi attivi non esterificati. II 
controllo § state ripetuto per ognl trattamento e quindi indicate con I 
rispettivi apici. 

La valutazione e stata eseguita mediante citometria a fiusso dope 3 
giorni di trattamento della linea cellulare promielo/monocitica U937 con 
I'estere misto alia concentrazione di 0.1 mg/ml, oppure con acido 
butirrico alia concentrazione di 0.2 mM, oppure con acido retinoico alia 
concentrazione di 10'^l\^, utilizzando cellule linfocitarie umane come 
controllo negative di espressione dell'antlgene in esame. 
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Tabella 2. 



AntlgenI 


controilo 
(%) 


acido 
butirrico 


acido 
retinoico" 


estere misto" 


CD44 


97% 98% 98'' 


91% 


97% 


91% 


CD11a 


66% 76% 74" 


76% 


91% 


95% 


CD11b 


41 % 27% 29" 


17% 


28% 


70% 


CD18 


81 % 77% 71" 


1 82% 


83% 


82% 



Dalla lettura delta tabella 2 si evince che 11 blocco delta crescita, indotto 
dairestere misto, e accompagnato dalt'aumentata espressione dl CD1 1 a 
e CD11b. L'antigene dl membrana CD18, che viene gla espresso 
costitutivamente in percentuale elevata, non viene ulterionnente indotto. 
At contrario, I'AcBu, alia concentrazione saggiata (0.2 mlVl) non modifica 
I'espressione di nessuno del marcatori, mentre l*AR Induce Tespressione 
solo di CD1 1a, diversamente da quanto osservato per Testere misto. 
Quindi, it blocco deila crescita indotto datl'estere misto, ittustrato in figura 
6 e accompagnato dalt'aumentata espressione dl CD11a e CD11b, 
come evidenziabile in tabella 2, che rappresentano 1 marcatori dl 
differenziamento per la tinea cellulare promielocitica U937, mentre 
Tantigene CD18, che viene gia espresso costitutivamente In un'elevata 
percentuale di cellule, non viene ulteriormente indotto. 
Nonostante sia coinvotto net processo dl uptake e dl Intematizzazione, 
Tespressione di CD44 non viene modificata dalla somministrazione del 
composti deirinvenzione, probabilmente grazie at rapido turnover del 
recettore che ne consente, dopo iMnternalizzazione, la riespressione 
sutia membrana cellulare, e at feedback positive indotto dall'HA. Tale 
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osservazione supporta la possibility di un trattamento continue con 



recettoriaie. 

Quando Teffetto dell'estere mlsto, oltre ad essere messo a confronto 
diretto con in principi attivi che contiene, viene messo a confronto con i 
due monoesteri, singoli o in associazione, somminlstrati alia 
concentrazione conispondenti a quelle a cui sono present! nell'estere 
misto, si osserva che quest'ultimo e Tunico composto che ai blocco della 
crescita (espresso come percentuale di cellule nella fase Gq/i del cicio) 
associa 11 differenziamento cellulare (espresso come percentuale di 
cellule esprimenti I'antigene CD11b). Infatti, come mostra la Figura 7, 
Tassociazione del due monoesteri, pur ottenendo lo stesso effetto di 
blocco deila crescita, non e in grado di indurre aicun differenziamento 
giustificando le notevoli potenzialit^ dell'estere misto rispetto ai singoli 
principi attivi, ai loro monoesteri e airassociazione dei monoesteri. 



restere misto senza la diminuzione di uptake per depauperamento 
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RIVENDICAZIONI 

1. Estere misto deH'acido laluronico i cui gruppi ossidrile sono 
parzialmente esterificati con molecole di acido butirrico e di acido 
retinoico, caratterlzzato dal fatto che il rapporto tra il grado dl 
sostituzione con acido butinico e quello con acido retinoico 6 di 
almeno 6. 

2. Estere secondo la rivendicazione 1 dove tale rapporto e almeno 10. 

3. Estere secondo la rivendicazione 1 in cui grado di sostituzione con 
acido butinico (AcBu) 6 compreso tra 0.05 e 1.0 ed II grado di 
sostituzione con acido retinoico e compreso tra 0.002 e 0.1 

4. Estere secondo la rivendicazione 3 dove il grado dl sostituzione con 
acido butim'eo § compreso tra 0.1 e 0.35 e il grado di sostituzione 
con acido retinoico e compreso tra 0.01 e 0.05. 

5. Estere secondo la rivendicazione 1 caratterizzato dal fatto che il peso 
molecolare medio, ponderale (MW) dell'acido iaiuronico e compreso 
tra 10,000 6 30.000. 

6. Estere secondo le rivendicazioni 1-5, per uso in terapia. 

7. Procedimento per la preparazione degli esteri secondo le 
rivendicazioni 1-6 in cui il passagglo di esterificazione con derivati 
dell'acido retinoico e effettuata prima deU'esterificazione con derivati 
deH'acido butirrico. 

8. Procedimento secondo la rivendicazione 7 comprendente le seguenti 
fasi, neli'ordine indicate: 

i) fomnazione dl un alcolato di acido iaiuronico; 

II) esterificazione dell'alcolato ottenuto in i) con derivati deH'acldo 
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retinoico ad ottenere un monoestere retlnoico deH'acido 
iaiuronico; 

Hi) esterificazlone del monoestere ottenuto In 11) con derivati 
deiraddo butinico ad ottenere suddetto estere mlsto deiracido 
iaiuronico. 

9. Procedimento secondo la rivendicazione 8 In cui I'acldo iaiuronico 6 
utillzzato in forma dl sale ammonico quatemario. 

10. Procedimento secondo la rivendicazione 8 In cui al passaggio i) 11 pH 
dell'ambiente dl reazione h aimeno 13. 

11. Procedimento secondo le rivendlcazloni 7-10, in cui la reazione dl 
esterificazlone dl cui al punto il) si effettua utillzzando, come agente 
esteriflcante, retinoll clomro. 

12. Procedimento secondo le rivendlcazloni 7-11, in cui la reazione dl 
esterificazlone di cui al punto ill) si effettua utillzzando, come agente 
esteriflcante, anidride butlnrica. 

13. Estere mlsto deH'acido Iaiuronico ad attivit^ citostatica e pro- 
differenzlante ottenlbile mediante II process© descritto nelle 
rivendlcazloni 7-12. 

14. Composlzlone farmaceutica comprendente quale principio attlvo uno 
o piu esterl descritti nelle rivendlcazloni 1-6 o 13 Insleme ad 
ecciplenti e/o diluent! farmacologlcamente accettablll. 

15. Composlzione farmaceutica secondo la rivendicazione 14, nella 
forma di soluzlone, sospensione, polvere solubile, granule, 
microcapsula, capsula molle o rigida, compressa, compressa 
rivestita, supposltorio, ovulo, pomata, gel. 
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16. US0 deir estere misto dell'acldo laluronico secondo le rivendlcazioni 
1-6. per la preparazlone di farmaci con attlvlte antlprollferativa e 
prodifferenziante. 

17. USO secondo la rivendicaztone 16, dove detto fanfnaco ha attivit^ 
verso i tumori solidi. 

18. USO secondo la rivendicazione 16, dove detto farmaco ha attivit§ 
verso I tumori sistemicl. 

19. USO secondo la rivendicazione 18, dove detto tumore sistemico 6 
leucemla acuta, leucemla promlelocitica acuta, linfomi, istiocitomi. 

(SM/pd) 

Mliano, li 23 Dicembre 2002 

p. COIMEX scri UNITED COMPANIES 

i! Mandatario 
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